REECEEOS A 1 OPIS PATENTOWY  @9)PL 11235794
) Bl

. (51) Int.Cl.
(21) Numer zgtoszenia: 423995 GO1N 15/14 (2006.01)

GO1N 1/28 (2006.01)

Urzad Patentowy (22) Data zgtoszenia: 21.12.2017
Rzeczypospolitej Polskiej

Sposéb wykrywania pozostatosci celulozy w pétprzepuszczalnych membranach

(54) szerokoporowatych

(73) Uprawniony z patentu:
INSTYTUT BIOCYBERNETYKI | INZYNIERII
BIOMEDYCZNEJ IM. MACIEJA NALECZA
POLSKIEJ AKADEMII NAUK, Warszawa, PL
(43) Zgtoszenie ogtoszono:
01.07.2019 BUP 14/19 (72) Twérca(y) wynalazku:
ANDRZEJ CHWOJNOWSKI, Warszawa, PL
EWA LUKOWSKA, Warszawa, PL
CEZARY WOJCIECHOWSKI, Sulejowek, PL
(45) O udzieleniu patentu ogloszono: MONIKA WASYLECZKO, Warszawa, PL
19.10.2020 WUP 16/20 WIOLETA SIKORSKA, Warszawa, PL
ZUZANNA KRYSIAK, Zielonka, PL

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Grazyna Padée

PL 235794 B1



2 PL 235794 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wykrywania pozostatosci celulozy w potprzepuszczalnych
poliarylosulfonowych membranach szerokoporowatych.

Polisulfony (PSf) oraz polieterosulfony (PES) sg elastycznymi, wytrzymatymi, odpornymi na wyso-
kie temperatury oraz odpornymi chemicznie materiatami wykorzystywanymi do produkcji p&tprzepuszczal-
nych membran ptaskich, kapilarnych, mikrokapsutek. Znalazly one szerokie zastosowanie w przemysle,
np. w formie membran do odwréconej osmozy uzywanych do odsalania wody. Poliarylosulfony (polisul-
fony, jak i polieterosulfony) mozna otrzymywac w postaci biozgodnej, dlatego znalazly rowniez szerokie
zastosowanie w medycynie, np. w hemodializatorach. Polisulfonowe i polieterosulfonowe membrany pta-
skie, 3D oraz szerokoporowate znalazlty zastosowanie w hodowlach komoérkowych. [D. Stamatialis,
B.J. Papenburg et al. — Medical applications of membranes: Drug delivery, artificial organs and tissue
engineering 2008, Muhammad Irfan, Ani Idris. Overview of PES biocompatible/hemodialysis membranes:
PES-blood interactions and modification techniques. Materials Science and Engineering C 2015].

Membrany szerokoporowate, przeznaczone do hodowli komorek, takich jak chondrocyty czy he-
patocyty, otrzymuje sie metodg inwersji faz, z dodatkiem odpowiednich prekursoréow poréw. Takim
prekursorem jest poliwinylopirolidon (PVP), ktéry dodaje sie w celu uzyskania mikroporéw (uzyskanie
potprzepuszczalnej struktury membrany), natomiast w celu uzyskania makroporéw dobrze ze sobg
skomunikowanych bardzo dobrym poroforem okazata sie bibuta celulozowa z bawetny lub widknina
celulozowa z celulozy regenerowanej, o grubosci widkien zblizonych do wtdkien bawetny [Dudzinski K.,
Chwojnowski A., Gutowska M., Ptoiczak M., Czubak J., Lukowska E., Wojciechowski C. — Three di-
mensional polyethersulphone scaffold for chondrocytes cultivation — the future supportive material for
articular cartilage regeneration; Biocybernetics and Biomedical Engineering 30(3)(2010)65—-76; Patent
PL 211793; Patent PL 223271].

Prekursory poréw muszg by¢ usuniete z gotowej membrany. Poliwinylopirolidon, materiat przyja-
zny dla $rodowiska i organizmu, moze by¢ fatwo usuniety z membrany za pomoca wody, natomiast
eliminacja celulozy z wnetrza membrany okazata sie niezwykle trudna. Tymczasem pozostawienie na-
wet niewielkiej ilosci celulozy w materiale skafoldu powoduje nie tylko zmiane budowy implantu (znie-
ksztatcone i niedrozne pory), ale moze skutkowa¢ zbyt duzg odpowiedzig immunologiczna, dlatego tak
wazne jest catkowite jej usuniecie. W konsekwencji wazna jest takze mozliwos¢ wiarygodnego spraw-
dzenia, czy celuloza zostata usunieta z membrany.

Celuloze rozpuszcza sie kompleksem tetraaminomiedzi (odczynnik Schweizera), ktory to proces
prowadzi sie przez 4 tygodnie. Otrzymang membrane poddaje sie kontroli stopnia wytrawienia celulozy
poprzez obserwacje wnetrza z zastosowaniem mikroskopii elektronowej SEM. Metoda ta nie jest catko-
wicie pewna, poniewaz nie obejmuje catosci, a jedynie fragmenty pobranych z membrany preparatow,
ktére nie sg inherentne dla catej membrany. Procedura ta jest réwniez bardzo pracochtonna, poniewaz
wymaga wykonania wielu powiekszen z roznych fragmentéw preparatu.

Inng metodg jest enzymatyczne trawienie celulozy za pomocg celulazy, ktére rowniez nie jest
wystarczajgco doktadne. Metoda oparta jest na oznaczaniu glikozy powstajgcej w wyniku hydrolizy ce-
lulozy. Celulaza, nie dajgca sie usuna¢ z matrycy analitycznej, reaguje w tej samej reakcji powodujgc
btedy dodatnie. Z kolei hydroliza kwasami mineralnymi jest zaréwno zawodna, jak i czasochfonna.
| wreszcie, analiza elementarna pozwalajgca okresli¢ mase celulozy w analizowanej prébce (nie za-
wiera siarki) przez odjecie masy polimeru zawierajgcego siarke (PS, PES) jest obarczona zbyt duzym
btedem, aby mogta by¢ uzyta do kontroli stopnia usuniecia celulozy z membrany.

Celem wynalazku byto opracowanie metody analitycznej pozwalajgcej na skuteczne, wiarygodne
i szybkie wykrycie ewentualnych pozostatosci celulozy w strukturze membrany poliarylosulfonowe;j.

Sposob wykrywania pozostatosci celulozy w pétprzepuszczalnych poliarylosulfonowych membra-
nach szerokoporowatych wedtug wynalazku charakteryzuje sie tym, Zze ze $rodka geometrycznego
membrany pobiera sie probke, suszy sie jg w temperaturze od 20°C do 110°C i rozpuszcza sie w roz-
puszczalniku organicznym nierozpuszczajgcym celulozy, a rozpuszczajgcym poliarylosulfony albo
w mieszaninie takich rozpuszczalnikéw, w temperaturze od 20°C do 120°C, nastepnie usuwa sie roz-
twor znad osadu, przemywa sie rozpuszczalnikiem z grupy zdefiniowanej powyzej, korzystnie od 1 do 5
razy, po czym usuwa sie roztwor ptuczacy, pozostato$¢ suszy sie w temperaturze od 40°C do 120°C
i wykonuje sie mikroobrazy w celu zidentyfikowania obecnosci struktur witoknistych. Jako rozpuszczalnik
organiczny stosuje sie: N-metylo-2-pirolidon, N,N-dimetyloacetamid, N,N-dimetyloformamid, dimetylo-
sulfotlenek lub ich mieszaniny w dowolnych stosunkach.
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Prébka pobrana ze srodka membrany ma korzystnie powierzchnie 0,5-1,0 cm?.

Korzystnie roztwor ptuczgcy usuwa sie przez odparowanie lub odwirowanie.

Korzystnie mikroobrazy wykonuje sie wykorzystujac mikroskop elektronowy.

Korzystnie przed wykonaniem mikroobrazéw prébke napyla sie warstwg przewodnika o grubosci
5-10 nm.

Brak struktur wtdknistych w obrazie mikroskopowym potwierdza usuniecie celulozy z membrany,
czyli jej catkowite wytrawienie podczas produkc;ji.

W sposobie wedtug wynalazku, zamiast dgzy¢ do usuniecia z membrany pozostatosci celulozy,
usuwa sie materiat membranotwdrczy, a pozostatg celuloze oznacza. Fragment do analizy pobiera sie
ze srodka membrany, poniewaz jest to miejsce, z ktérego najtrudniej usung¢ celuloze. Wielokrotne
préby wykazaty, ze jezeli prébka pobrana ze srodka geometrycznego membrany nie zawiera wtdkien
celulozowych, to nie wystepujg one réwniez w pozostatych fragmentach membrany.

Na rysunku przedstawiono:

Fig. 1 — Pozostatosci niestrawionych widkien celulozy, po rozpuszczeniu i osuszeniu fragmentu
polieterosulfonowej membrany pobranego ze srodka membrany. Analiza zostata wykonana za pomocg
mikroskopu optycznego z 4x powigkszeniem.

Fig. 2 — Pozostatosci wtokien niestrawionej celulozy, po rozpuszczeniu oraz osuszeniu fragmentu
polieterosulfonowej membrany pobranego ze srodka membrany. Analiza zostata wykonana za pomocg
mikroskopu optycznego z 4x powigkszeniem.

Fig. 3 — Przetfom szerokoporowatej membrany polieterosulfonowej z widocznymi widknami nie-
strawionej celulozy. Fragment zostat pobrany ze srodka membrany, osuszony, przetamany w ciektym
azocie oraz napylony warstwg ztota o grubosci 5—10 nm. Obraz zostat wykonany za pomocg mikroskopu
elektronowego z powiekszeniem x300.

Fig. 4 — Przetom szerokoporowatej membrany polieterosulfonowej z siecig wzajemnie potgczo-
nych poroéw po catkowitym usunieciu widkien celulozy. Fragment zostat pobrany ze srodka membrany,
osuszony, przetamany w cieklym azocie oraz napylony warstwg ztota o grubosci 5-10 nm. Obraz zostat
wykonany za pomocg mikroskopu elektronowego z powiekszeniem x300.

Fig. 5 — Fragment pobrany ze srodka membrany, przedstawiajgcy niestrawione wtékna celulozy
po niedoktadnym rozpuszczeniu polieterosulfonu. Przedstawione sfery/aglomeraty reprezentujg niewy-
ptukany i ponownie wytrgcony polimer. Obraz zostat wykonany za pomocg mikroskopu elektronowego
z powiekszeniem x1,0 k.

Sposob wedtug wynalazku zostat blizej przedstawiony w przyktadach.

Przyktad 1

Probke o powierzchni 1 cm? pobierang ze $rodka arkusza membrany poliarylosulfonowej suszono
przez 30 minut w temperaturze 105 +2°C. Wysuszong prébke umieszczono w szklanej proboéwce wi-
réwkowej, o pojemnosci 10 ml i dodano 6 ml N-metylo-2-pirolidonu (NMP). Zawarto$¢ probowki pozo-
stawiono na 45 min w temperaturze 60°C i nastepnie mieszano przy uzyciu mieszadta typu Vortex przez
10 min. Nastepnie zawartos¢ probowki wirowano przy 1500 rpm przez 10 min i ostroznie odciggano
pipetg 5 ml supernatantu znad osadu. Ponownie do probéwki dodawano 5 ml rozpuszczalnika. Powyz-
szg procedure powtarzano dwukrotnie, z tym ze na koncu odbierano 5,5 ml supernatantu. Pozostato$é
(okoto 0,5 ml) przeniesiono na mate szkietko zegarkowe i odparowywano rozpuszczalnik w temp. 60°C.
Po odparowaniu catego rozpuszczalnika podniesiono temperature do 105°C i dosuszono prébke przez
30 min. Tak przygotowang probke oglgdano za pomocg mikroskopu optycznego, w powiekszeniu co
najmniej 200x i kolejno za pomocg mikroskopu SEM, w powiekszeniu 1000-5000x.

Przyktad 2

Procedure rozpuszczania membrany wykonanej z polieterosulfonu przeprowadzono identycznie jak
w przykifadzie 1 uzywajgc zamiast N-metylo-2-pirolidonu mieszaniny rozpuszczalnikow skfadajgcej sie
z N,N-dimetyloformamidu i N-metylo-2-pirolidonu (1/1 v/v). Temperatura rozpuszczania w mieszaninie
rozpuszczalnikow wynosita 50°C. Przed wykonaniem mikroobrazéw probke napylono cienkg (7—10 nm)
warstwg przewodnika (ztota).

Przyktad 3

Procedure rozpuszczania membrany wykonanej z polieterosulfonu przeprowadzono identycznie
jak w przykfadzie 1 uzywajgc N,N-dimetyloacetamidu zamiast N-metylo-2-pirolidonu. Temperatura roz-
puszczania w mieszaninie rozpuszczalnikéw wynosita 90°C. Przed wykonaniem mikroobrazéw probke
napylono cienkg (7—10 nm) warstwg przewodnika (ztota).
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Przyktad 4

Procedure rozpuszczania membrany wykonanej z polisulfonu przeprowadzono identycznie jak
w przykfadzie 1 uzywajgc N-metylo-2-pirolidon. Temperatura rozpuszczania w mieszaninie rozpuszczal-
nikéw wynosita 110°C. Przed wykonaniem mikroobrazéw probke napylono cienkg (7—10 nm) warstwa
przewodnika (Pt—Pd).

Przyktad 5

Procedure rozpuszczania membrany wykonanej z polisulfonu przeprowadzono identycznie jak
w przykfadzie 1 uzywajgc N,N-dimetyloacetamidu zamiast N-metylo-2-pirolidonu.

pwn

Zastrzezenia patentowe

Sposob wykrywania pozostatosci celulozy w potprzepuszczalnych poliarylosulfonowych mem-
branach szerokoporowatych, znamienny tym, ze ze srodka geometrycznego membrany po-
biera sie probke, suszy sie jg w temperaturze od 20°C do 110°C i rozpuszcza sie w rozpusz-
czalniku organicznym wybranym sposréd N-metylo-2-pirolidonu, N,N-dimetyloacetamidu,
N,N-dimetyloformamidu, dimetylosulfotlenku lub ich mieszaniny w dowolnych stosunkach,
w temperaturze od 20°C do 120°C, nastepnie usuwa sie roztwoér znad osadu, osad przemywa
sie rozpuszczalnikiem z grupy zdefiniowanej powyzej, po czym usuwa sie roztwor ptuczacy,
pozostatos¢ suszy sie w temperaturze od 40°C do 120°C i wykonuje sie mikroobrazy w celu
zidentyfikowania obecnosci struktur wtdknistych.

Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze pobiera sie probke o powierzchni 0,5-1,0 cm?.
Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze ptukanie wykonuje sie od 1 do 5 razy.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze roztwor ptuczgcy usuwa sie przez odparowanie
lub odwirowanie.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze mikroobrazy wykonuje sie wykorzystujgc mi-
kroskop elektronowy.

Sposob wedtug zastrz. 1 albo 5, znamienny tym, ze przed wykonaniem mikroobrazéw prébke
napyla sie warstwg przewodnika, o grubosci 5-10 nm.
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Rysunki
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